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ABSTRACT 
This study aims to obtain isolates and amplify the associative bacterial 16SrRNA 
gene in K. alvarezii algae. The K. alvarezii algae was collected from seaweed 
cultivation area in Belang, Southeast Minahasa, North Sulawesi. Associative 
bacteria were sampled from K. alvarezii algae, grown in Nutrient Agar and 
separated based on their morphological characteristics.  Each isolates were 
extracted their DNA genome and.the16S rRNA gene of each isolate was amplified 
using PCR.  Eight associative bacterial from K. alvarezii algae were successfully 
isolated based on morphological characteristics which were dominated by round 
shape, smooth edges, convex elevation, and white color of the isolates. The 
results of genomic DNA extraction from each of these isolates were successfully 
used as templates to amplify the 16s rRNA gene. 
Key word: Bacteria, Kappaphycus alvarezii, Taxsonomy, 16S rRNA 
ABSTRAK 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan isolat dan mengamplifikasi 
gen 16SrRNA bakteri asosiatif pada alga K. alvarezii. Metode penelitian diawali 
dengan pengambilan sampel alga K. alvarezii di lokasi pembudidayaan rumput 
laut di desa Belang, Minahasa Tenggara, Sulawesi Utara. Selanjutnya, bakteri 
asosiatif pada alga K. alvarezii tersebut ditumbuhkan dalam media Nutrient Agar, 
isolat yang tumbuh kemudian dipisahkan berdasarkan karakteristik morfologinya. 
dan gen 16S rRNA masing-masing isolat diamplifikasi menggunakn PCR.  
Delapan isolat bakteri asosiatif pada alga K. alvarezii berhasil diisolasi dengan 
karakteristik morfologi berbeda yang didominasi dengan bentuk round, tepian 
smooth, elevasi convex, dan warna putih. Hasil ekstraksi DNA genom dari 
masing-masing isolat tersebut berhasil digunakan sebagai template untuk 
mengamplifikasi gen 16s rRNA.  
Kata Kunci: Bakteri, Kappaphycus alvarezii, Taksonomi, 16S rRNA 
 
PENDAHULUAN 
Alga laut atau yang lebih dikenal 
dengan sebutan rumput laut merupakan 
salah satu sumberdaya hayati yang 
melimpah di perairan Indonesia. 
Rumput laut ini merupakan tumbuhan 
yang tidak memiliki batang, akar, dan 
daun yang sebenarnya. Berbagai 
manfaat mulai dari peranan ekologis 
dalam produktivitas primer di laut hingga 
potensi ekonomi sebagai bahan baku 
dalam industri dan kesehatan menjadi 
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daya tarik dari komoditas ini (Dawes, 
1998; Dahuri, 2015). Dewasa ini, rumput 
laut digunakan dalam industri makanan, 
pupuk tanaman, bahan pembuatan 
kertas, cat, bahan kosmetik, produksi 
hidrokoloid seperti agar dan alginate, 
serat, bahan obat-obatan seperti 
antibiotik, antikoagulan, antihipertensi, 
pengurangan kolestrol, dan insektisida 
(Chen & Duan, 2000; Gerung, 2004). 
Dalam beberapa tahun terakhir, 
alga dan produk turunannya telah 
menarik perhatian dunia industri. 
Sebagai mikroba asosiatif, peran bakteri 
terhadap alga dapat juga bersifat positif, 
seperti dapat membantu supply nutrisi 
untuk pertumbuhan alga serta sebagai 
mikrooganisme yang bersifat defensive 
terhadap penyakit dan penempelan 
organisme pengganggu (Egan et al., 
2012). Selain memiliki dampak positif, 
mikroorganisme seperti bakteri juga 
dapat memberi dampak negatif. 
Interaksi alga dengan mikroba asosiatif 
sering dianggap sebagai sumber 
penyakit ataupun kontaminan dalam 
proses produksi hingga komersialisasi 
alga dan turunannya (Ramanan et al., 
2015). 
Kappaphycus alvarezii merupakan 
salah satu jenis alga yang banyak 
dibudidaya dan mendominasi eksport di 
Indonesia. Alga ini dapat menghasilkan 
karagenan yang memiliki beragam 
manfaat di bidang industri (Failu et al., 
2016). Pada beberapa penelitian 
membuktikan bahwa bakteri asosiasi 
alga merah K.alvarezii memiliki potensi 
sebagai bahan antibakteri (Naid et al., 
2013) dan salah satu sumber pigmen 
alami yang berasal dari laut (Sahara et 
al., 2013). 
Penelitian mengenai bakteri yang 
berasosiasi dengan rumput laut K. 
alvarezii selalu dikaitkan dengan bakteri 
pathogen. Penelitian mengenai jenis-
jenis bakteri yang berasosiasi dengan 
alga K. alvarezii belum banyak 
dilakukan terutama di berbagai lokasi 
budidaya lokal Sulawesi Utara. 
 
METODE PENELITIAN 
Lokasi Penelitian  
Pengambilan sampel dilakukan di 
lokasi pembudidayaan rumput laut yang 
terletak di perairan desa Belang, 
Kabupaten Minahasa Tenggara, 
Sulawesi Utara pada bulan November, 
2018. Lokasi dan analisis sampel 
dilakukan di  Laboratorium Biologi 
Molekuler dan Farmasitika Laut, 
Fakultas Perikanan dan Ilmu Kelautan, 
Universitas Sam Ratulangi, Manado. 
Isolasi dan Kultur Bakteri  
Sampel alga K. alvarezii yang 
telah diperoleh dibilas dengan 
menggunakan air laut steril dan digerus 
di dalam ependorf. Setelah itu, 
dilakukan pengenceran hingga 10-4 dan 
di inokulasi ke dalam media Nutrient 
Agar. Sampel yang telah diinokulasi 
kemudian di tumbuhkan pada suhu 
37°C selama ±24-48 jam. Isolat bakteri 
yang telah bertumbuh dikarakterisasi 
morfologinya mulai dari ukuran, bentuk, 
warna, dan elevasi. Isolat yang 
diperoleh kemudian dipisahkan dalam 
media nutrient agar baru untuk dijadikan 
stok dan untuk analisis selanjutnya. 
 
Amplifikasi Gen 16S rRNA   
Proses amplifikasi Gen 16S rRNA 
diawali dengan proses isolasi DNA 
bakteri. Pada proses isolasi DNA, isolat 
bakteri yang telah diperoleh dikultur ke 
dalam media Nutrient Broth. Nutrient 
broth yang telah ditumbuhi bakteri 
kemudian disentrifus pada suhu 4°C 
selama 5 menit dengan kecepatan 
14.000 rpm sebanyak 6 ml. Supernatan 
hasil sentrifugasi dibuang hingga yang 
tertinggal hanya pellet (Sari et al., 2013). 
Pellet hasil sentrifus pada tahap ini 
merupakan isolat bakteri yang kemudian 
digunakan untuk Ekstraksi DNA. 
Ekstraksi DNA dilakukan dengan 
menggunakan Kit DNeasy Blood and 
Tissue (bukan bakteri). Tahapan proses 
isolasi DNA berpedoman pada prosedur 
pabrikan www.qiagen.com. Isolat 
bakteri yang telah berada dalam tube 
ditambahkan dengan buffer ATL dan 
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proteinase K lalu divortex dan diinkubasi 
pada suhu 55°C selama 1 jam (Sampel 
divortex setiap 15 menit selama waktu 
inkubasi). Setelah 1 jam, tambahkan 
buffer AL dan vortex kemudian inkubasi 
kembali pada suhu 70°C selama 10 
menit. Lebih lanjut tambahkan etanol 
pada sampel isolat bakteri dan divortex 
kemudian larutan dipindahkan pada 
DNeasy Mini Spin Column yang berada 
di atas 2 ml collection tube. Sentrifugasi 
tube yang berisi larutan pada kecepatan 
8000 rpm selama 1 menit dan buang 
cairan di bagian bawah tube. Tahap 
selanjutnya dilakukan dengan 
menambahkan buffer AW 1 dan 
disentrifugasi pada kecepatan 8000 rpm 
selama 1 menit lalu cairan dibuang. 
Tambahkan buffer AW 2 dan 
sentrifugasi pada kecepatan 14.000 rpm 
selama 3 menit dan buang cairan yang 
berada di bagian bawah tube. 
Pindahkan DNeasy Mini Spin Column ke 
atas elution tube. Setelah itu tambahkan 
buffer AE pada bagian tengah DNeasy 
Mini Spin Column dan inkubasi pada 
suhu ruangan selama 1 menit lalu. 
kemudian disentrifugasi pada 
kecepatan 8000 rpm selama 1 menit.  
Proses selanjutnya adalah proses 
amplifikasi gen 16S rRNA. Proses 
amplifilasi gen dilakukan menggunakan 
metode Polymerase Chain Reaction 
(PCR). Hal pertama yang perlu 
dilakukan pada proses amplifikasi 
adalah membuat campuran reaksi yang 
diisi dalam tube khusus untuk mesin 
PCR. Campuran tersebut antara lain 8,5 
µl Rnase-free water (ddH2O), 12,5 µl 2x 
Top Taq Master Mix, 2,5 µl 10x coralload 
concentrate, 1 µl primer forward, 1 µl 
primer reverse, dan 2 µl DNA template. 
Primer yang akan digunakan pada 
bakteri asosiasi alga adalah primer 
universal 8F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') 
untuk Primer forward dan 1492 R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3') untuk 
primer reverse. Proses ini diawali 
dengan predenaturasi 95°C selama 6 
menit selanjutnya denaturasi 95°C 
selama 30 detik, penempelan 52°C 
selama 30 detik, dan elongasi 72°C 
selama 30 detik.  Pada tahap denaturasi 
hingga elongasi dilakukan sebanyak 35 
siklus dan 1 siklus perpanjangan akhir 
pada suhu 72°C selama 10 menit. 
Keberhasilan dari proses isolasi DNA 
hingga amplifikasi gen dapat dilihat 
menggunakan teknik elektroforesis gel. 
Gel agarose hasil proses elektroforesis 
kemudian diletakkan pada alat UV-
transiluminator untuk melihat ada atau 
tidaknya pita DNA target. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Pada saat pengambilan sampel di 
lokasi pembudidayaan rumput laut desa 
Belang, diperoleh 2 sampel alga K. 
alvarezii dengan warna berbeda. Kedua 
warna dari alga tersebut adalah hijau 
yang lebih dikenal dengan nama sabai 
oleh masyarakat pembudidaya dan 
warna coklat yang lebih dikenal dengan 
nama cottonii (Gambar 1).
  
Gambar 1. Alga Kappaphycus alvarezii dari Lokasi Pembudidayaan di Desa Belang 
 
Berdasarkan pengamatan 
dengan membandingkan morfologi dari 
alga dengan buku identifikasi (Trono, 
1988; Tanji, 2013), ciri-ciri mofologi yang 
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diperoleh dari alga K. alvarezii adalah 
talus yang berbentuk silinder dan kokoh, 
berwarna hijau dan coklat, memiliki 
percabangan terbuka, agak jarang-
jarang dan tidak beraturan. Panjang 
cabang berkurang pada setiap tingkat 
percabangan. Cabang terminal 
berbentuk runcing membulat dengan 
tekstur permukaan yang halus dan 
cartilaginous. Meskipun memiliki warna 
yang berbeda, namun K.alvarezii 
dengan warna coklat dan hijau 
mengandung pigmen yang sama yaitu 
zeaxantin dan klorofil (Fretes, 2012).  
Bakteri yang berasosiasi dari 
kedua sampel alga K. alvarezii ini 
ditumbuhkan pada media NA. Sampel 
yang telah digerus di dalam ependorf 
dan telah diencerkan dengan 
pengenceran bertingkat ditumbuhkan 
pada media NA dengan cara di sapukan 
di permukaan media agar yang ditandai 
dengan  
tumbuhnya koloni bakteri pada media. 
Pengenceran sampel ini bertujuan untuk 
memperoleh isolat murni bakteri. Setiap 
koloni bakteri yang tumbuh dipisahkan 
berdasarkan warna, ukuran dan bentuk 
koloni kemudian diisolasi dengan 
menumbuhkannya pada media yang 
sama. 
 
Tabel 1. Karakteristik isolat bakteri asosiasi alga K. alvarezii berwarna Hijau (Sabai) 
Kode 
Isolat 
Karakteristik Isolat 
Bentuk Tepian Elevasi Warna Ukuran 
S1 Serabut Irregular Datar Putih 8 mm 
S2 Bundar Entire Cembung Putih 3 mm 
S3 Bundar Entire Raised Putih 8 mm 
 
 Tabel 2. Karakteristik isolat bakteri asosiasi alga K. alvarezii berwarna Coklat (cottonii) 
Kode 
Isolat 
Karakteristik Isolat 
Bentuk Tepian Elevasi Warna Ukuran 
C1 Bundar Entire Cembung Kuning 1 mm 
C2 Bundar Entire Cembung Putih Susu 8 mm 
C3 Bundar Entire Datar Kuning Susu 11 mm 
C4 Bundar Entire Cembung Putih 2 mm 
C5 Bundar Lobate Raised Abu-abu 21 mm 
 
Karakteristik dari bakteri asosiatif pada alga K. alvarezii dari lokasi budidaya 
rumput laut di Perairan Desa Belang telah diamati secara makroskopis dengan mengacu 
pada Leboffe (2012). Morfologi isolat bakteri asosiasi alga K. alvarezii yang berwarna 
hijau (Sabai) dapat dilihat pada Tabel 1 dan morfologi isolat bakteri asosiasi alga K. 
alvarezii yang berwarna coklat pada Tabel 2.  
Berdasarkan hasil pengamatan morfologi diperoleh 8 isolat bakteri, masing-
masing 3 isolat dari K. alvarezii berwarna hijau dan 5 isolat dari K. alvarezii berwarna 
coklat. Tabel 1 menunjukkan isolat bakteri S1, S2, dan S3 memiliki warna dominan putih 
dengan elevasi yang beragam, dan didominasi bentuk bundar dengan tepian entire 
(sangat rata) yang memiliki ukuran 3 dan 8 mm. Pada Tabel 2, isolat C1,C2,C3,C4, dan 
C5 memiliki bentuk yang serupa yaitu bundar dengan dominasi tepian entire dan satu 
isolat memiliki tepian lobate. 
Tiga dari isolat bakteri asosiasi K. alvarezii yang berwarna hijau ini memiliki 
elevasi cembung dan dua diantaranya memiliki elevasi datar serta raised (sedikit 
menonjol). Kelima isolat bakteri ini memiliki warna yang beragam dengan ukuran yang 
beragam pula mulai dari 1 mm hingga 21 mm. Hal ini disebabkan karena kepadatan dan 
kerapatan sel bakteri serta ketersediaan nutrisi dalam media pertumbuhan (Wiley et al., 
2008). Elevasi koloni dari isolat bakteri asosiasi K. alvarezii disajikan pada Gambar 2 
dan 3. 
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Gambar 2. Isolat Bakteri pada alga K. alvarezii yang berwarna hijau (Sabai) 
 
 
Gambar 3. Isolat Bakteri pada alga K. alvarezii yang berwarna Coklat  (Cottonii) 
 
 
Gambar 4. Hasil amplifikasi gen 16S rRNA dari bakteri asosiatif pada alga K. alvarezii 
   
Hasil ekstraksi DNA genom pada 
isolat bakteri asosiasi K. alvarezii yang 
digunakan sebagai DNA template dalam 
proses amplifikasi gen 16S rRNA 
menggunakan primer 8 F dan 1492 R. 
Hasil amplifikasi gen yang divisualisasi 
dengan menggunakan UV-
Transiluminator disajikan pada Gambar 
4.  
Berdasarkan gambar diatas, 
tampak bahwa terdapat 7 pita DNA pada 
lintasan sampel S1, S2, S3, C1, C3, 
C4,dan C5 yang telah berhasil 
diamplifikasi dengan posisi panjang 
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amplicon sekitar 1500 bp sedangkan 
pada lintasan sampel C2 tidak tampak 
pita DNA. Posisi panjang amplikon 
tersebut sesuai dengan posisi panjang 
basa gen 16S rRNA yang digunakan 
sebagai primer universal dalam 
identifikasi mikroorganisme (Clarridge, 
2004). Sampel S1 merupakan sampel 
yang memiliki tampakan pita paling tebal 
dan jelas diantar enam pita lainnya. 
Pada sampel C1, C3, C4, dan C5 
tampak pita yang terlihat jelas namun 
kurang tebal jika dibandingkan dengan 
pita S1. Pada sampel S2 dan S3, 
tampakan pita yang terlihat sedikit 
samar. Salah satu faktor yang 
mempengaruhi tampakan pada 
visualisasi elektroforesis berasal dari 
kondisi sampel DNA tersebut. Selain itu 
faktor lain yang mempengaruhi 
tampakan pita diduga diakibatkan oleh 
jumlah/kuantitas sampel koloni bakteri 
yang digunakan kurang cukup memadai 
pada saat isolasi DNA ataupun kurang 
tepatnya primer yang digunakan (Yilmaz 
et al., 2012; Dwiyitno, 2010). 
 
 
KESIMPULAN  
Berdasarkan hasil penelitian yang 
telah diperoleh dalam penelitian ini, 
maka dapat disimpulkan:  
1. Hasil analisis morfologi bakteri yang 
hidup berasosiasi dengan alga K. 
alvarezii di lokasi pembudidayaan 
rumput laut di Perairan Desa Belang 
diperoleh 8 isolat bakteri dengan 
karakteristik morfologi berbeda yang 
didominasi dengan bentuk round, 
tepian smooth, elevesi convex, dan 
warna putih. 
2. Gen 16s RNA sebagai gen target 
untuk analisis DNA taknsonomi 
bakteri berhasil diamplifikasi 
sebanyak 7 dari 8 isolat bakteri 
asosiatif pada alga K. alvarezii. 
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